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Abstract 
 
魚類の養殖現場では、種々の病原微生物を原因とする疾病が問題となっている。疾病の予防や
治療には免疫に関する知見が重要だが、哺乳類に比べ魚類では不明な点が多い。これまでに当研
究室では、ヒラメ白血球で発現する遺伝子を網羅的に同定するため、次世代シークエンサーを用
いた  expressed sequence tag（EST）解析を行った。本データを元にマイクロアレイを構築し、病
原微生物に対して応答する遺伝子を探索したところ、二種類の新規サイトカイン、Epstein-Barr 
virus induced gene 3 （Ebi3）および新規  Granulocyte colony-stimulating Factor（G-CSF）を見出し
た。Ebi3 は、  p28 あるいは  p35 とヘテロ二量体を形成することでインターロイキン（ IL） -27
あるいは  IL-35 として免疫系を調節することが哺乳類で知られている。一方、  G-CSF は好中球
の分化、貪食および走化性を調節する分子である。魚類では、トラフグ（Takifugu rubripes）、ク
ロソイ（Sebastes schlegeli）およびゼブラフィッシュ（Danio rerio）で 2 つの  G-CSF ホモログが
同定されており、ヒラメでも既に 1 つが同定されているが、今回見つかった遺伝子は既報のもの
とは構造が異なった。そこで本実験はヒラメの Ebi3 および新規 G-CSF の機能解析を行った。  
Ebi3 については組み換えタンパク質を調製し、本タンパク質でウサギを免疫し抗  Ebi3 抗血清
を準備した。本抗血清を用い、Edwardsiella tarda ホルマリン不活化死菌（FKC）で刺激したヒラ
メ末梢血白血球（peripheral blood leukocytes：PBLs）および脾臓の白血球におけるタンパク質発
現動態を解析した。FKC 刺激後 1 時間の PBLs の培養上清および刺激後 3 時間の細胞懸濁液で、
ウェスタンブロット解析において 37 KDa 付近にバンドが見られたが、ヒラメ  Ebi3 の予測分子
サイズは 25 kDa であり、本結果とは一致しなかった。Ebi3 mRNA 蓄積量は、FKC で PBLs を刺
激後 1 および 3 時間後で刺激前と比べそれぞれ約 3 倍、および約 7 倍であった。  
一方、新規の G-CSF はヒラメ既報 G-CSF とはアミノ酸同一率が約 40%であった。一方、本タ
ンパク質はトラフグおよびクロソイの G-CSF1 と 60%程度のアミノ酸同一率を示し、系統解析に
おいても同じグループに分類された。健常なヒラメでは、新規  G-CSF および既報 G-CSF の   
mRNA は、主に脳で検出され、FKC を接種すると、鰓、腎臓および脾臓で顕著な mRNA の蓄積
が見られた。新規  G-CSF は  E. tarda および  Streptococcus iniae の FKC 接種後 3 時間で接種前に
比べ mRNA 蓄積量が最も高くなり、 E. tarda FKC 接種後は接種後 72 時間まで、比較的高い値が
持続していた。一方、既報の  G-CSF は  E. tarda および  S. iniae の  FKC 接種後 3 時間で接種前
に比べ  mRNA 蓄積量が最も高くなり、その後は接種前の値に戻る傾向が見られた。  
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